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1 Einleitung 
In seiner Umwelt ist der Mensch mehr den je elektromagnetischen Feldern 
(EMF) ausgesetzt: Die Verwendung bestimmter Technologien – zum Beispiel 
Stromversorgungsnetz und Mobilfunk – lässt elektrische, magnetische und 
elektromagnetische Gleich- und Wechselfelder entstehen. Diese Felder lassen 
sich durch ihre Stärke (Amplitude), ihre Schwingung (Wellenlänge) sowie 
Schwingungszahl (Frequenz) beschreiben. Unterschieden werden hoch- und 
niederfrequente Felder; sie gehören – wie auch das Licht – zur 
nichtionisierenden Strahlung. Im Gegensatz zur ionisierenden Strahlung – zum 
Beispiel die UV-Strahlen der Sonne oder die Röntgenstrahlung – reicht die 
Energie der nieder- und hochfrequenten EMF nicht aus, um Atome und 
Moleküle zu ionisieren (Übersicht: z. B.  SILNY, 2002). Trotzdem könnte diese Art 
der Strahlung gesundheitliche Folgen haben (siehe unten). Besonders für die 
vorliegende Arbeit von Interesse sind die durch Drehstrom erzeugten 
Wechselfelder der Frequenz 50 Hz (in den USA: 60 Hz) der elektrischen 
omnipräsenten Stromversorgung und der elektrischen Geräte.  
Durch das Bundesimmissionsschutzgesetz von 1996 wurde ein Grenzwert von 
100 µT für niederfrequente Felder (d.h. bis 30 kHz) festgelegt, um schädliche 
Einflüsse auf den Menschen zu vermeiden. Auf Grund der bisher publizierten 
Daten zur Auswirkung von nieder- und hochfrequenten EMF forderte eine 
Expertengruppe (BIO INITIATIVE WORKING GROUP, 2007), diesen Grenzwert neu 
zu überdenken. Allerdings muss zu diesem Bericht angemerkt werden, dass die 
zusammengestellte Literatur in Hinblick auf ihre wissenschaftliche 
Aussagekraft nicht kritisch bewertet wurde. Insbesondere wurden keine 
generellen Wirkungsmechanismen erkennbar, um die vielfach stark 
divergierenden Einzelbefunde einzuordnen. Auch fehlte eine Diskussion um 
die verwendeten Methoden.  
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Im Hinblick auf EMF-induzierte DNA-Schäden - eine Übersicht enthält z.B. 
Kap. 6 des erwähnten „Bio Initiative Report“ von 2007 - könnten nach 
Untersuchungen von Lai und Singh (LAI & SINGH, 1997, 2004) sowie 
Untersuchungen des Aachener Arbeitskreises (SCHMITZ ET AL., 2004) sog. „freie 
Radikale“ (HALLIWELL & ARUOMA, 1991) eine signifikante Rolle bei der 
Entstehung von DNA-Einzel- (SSB) und Doppelstrangbrüchen (DSB) spielen. 
Derartige Schädigungen der DNA nach elektromagnetischer Exposition 
wurden bisher vor allem mit Hilfe des sog. COMET-Assays nachgewiesen (zur 
Übersicht dieser Methode siehe z.B. OLIVE, 1998). Einige Autoren (MCCANN ET 
AL., 1998; ROHDE, 1999; SCHMITZ ET. AL, 2004) bezweifeln jedoch die Validität 
dieser Untersuchungsmethode, da keine Unterscheidung zwischen 
Strangbrüchen und Konformationsänderungen der DNA möglich ist. Bei 
Versuchstieren könnte eine eventuelle Hypoxie zwischen dem Beginn der CO2-
Narkose und dem Eintritt des Todes zu falsch positiven Ergebnissen führen. 
Mit Hilfe des COMET-Assays ist somit keine eindeutige Feststellung von DNA 
Schädigung durch MF- Exposition nachzuweisen. Daher kommen Forderungen 
nach anderen Untersuchungsmethoden auf.  
Seit 1985/1986 steht mit der sog. „in situ nick translation (ISNT) (ISEKI & MORI, 
1985; ISEKI, 1986) eine weitere Methode zum Sichtbarmachen und auch 
quantitativem Erfassen von DNA-Schäden auf zellulärem Niveau in situ zur 
Verfügung. Die ISNT ist eine DNA-Markierungstechnik, welche die 
Reparaturfunktion der DNA-Polymerase I ausnutzt, um z.B. ³H-markierte 
Nukleotide (z.B. ³H-Desoxythymidintriphosphat) in Einzelstrangbrüche (sog. 
nicks) einzubauen (Details: siehe z.B. ROHDE, 1999). Neben den erwähnten 
Methoden (d.h. COMET-Assay, ISNT), bei denen es zu einer direkten 
Darstellung von DNA-Schäden kommt, hat sich seit einigen Jahren eine 
indirekte Methode bewährt, die von einer stattgefundenen DNA-Reparatur 
ausgeht (KORR ET AL., 2001; SCHMITZ ET AL., 1999a,b, 2004; BRASNJEVIC ET AL., 
2008) Im Gegensatz zu COMET-Assay und ISNT wird dabei das Ergebnis nicht 
von einer präfinalen Hypoxie beeinflusst. Generell ist seit 1964 bekannt, dass 
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DNA- Schäden repariert werden (SETLOW & CARRIER, 1964; BOYCE & HOWARD 
FLANDERS, 1964; PETTIJOHN & HANAWALT, 1964). Dabei kommt es zur Exzision 
von Nucleotiden um die Bruchstelle und deren Neusynthese, der sog. 
unscheduled DNA synthesis (UDS; KORR & SCHULTZE, 1989; KORR ET AL., 1989). 
Mit Hilfe der Autoradiographie (vgl. CLEAVER & THOMAS, 1981) wird radioaktiv 
markiertes Thymidin (³H-TdR), das im Verlauf des Reparaturprozesses in die 
beschädigte DNA eingebaut wurde, durch eine hochauflösende Filmschicht als 
Silberkörner über den Zellkernen sichtbar gemacht. Es ist durch zahlreiche 
Experimente sichergestellt (vgl. KORR & SCHULTZE, 1989), dass eine Markierung 
nach Injektion von ³H-TdR tatsächlich zu ³H-DNA führt. Allerdings ist 
anzumerken, dass diese Markierung im Verlauf von zwei unterschiedlichen 
Prozessen erfolgt; neben der erwähnten DNA-Reparatursynthese bauen auch 
proliferierende Zellen in ihrer S-Phase vor der Mitose ³H-TdR ein (vgl. HOWARD 
& PELC, 1951). Diese DNA- Synthese im Zellzyklus ist quantitativ um ca. 3 
Zehnerpotenzen umfangreicher (KORR, 1987). Nach einer langen Belichtungszeit 
der Autoradiogramme von mehreren Monaten können deshalb beide Arten der 
DNA-Markierung problemlos unterschieden werden, da die S-Phasezellen 
dann im Autoradiogramm fast homogen schwarz erscheinen. Der 
Vollständigkeit wegen muss noch auf die mitochondriale DNA-Synthese 
hingewiesen werden, die zu Silberkörnern nach Injektion von ³H-TdR im 
Cytoplasma führt (Details siehe z.B. KORR ET AL., 1997, 1998). 
Im Institut für Anatomie der RWTH Aachen wurde 1998 in Zusammenarbeit 
mit dem Forschungszentrum für elektro-magnetische Umweltverträglichkeit 
(femu), Institut für Hygiene und Umweltmedizin, Universitätsklinikum Aachen, 
eine Pilotstudie zum potentiellen Einfluss einer achtwöchigen permanenten 50 
Hz Magnetfeldexposition (MF) begonnen. Mit Hilfe von UDS- und ISNT- 
Untersuchungen wurden am Modell der Maus verschiedene Zellarten in 
Gehirn und einigen Körperorganen auf DNA- Schäden untersucht. Dabei 
fanden sich alleine signifikante Hinweise auf das Entstehen von DNA-Schäden 
für die Epithelzellen des Plexus choroideus des 4. Ventrikels (SCHMITZ ET AL., 
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2004). Es wurde vermutet, dass dieses selektive Ergebnis evtl. mit dem 
Eisentransport vom Blut in die cerebrospinale Flüssigkeit, der durch die 
Plexusepithelzellen erfolgt, in Verbindung zu bringen ist.  
Zur Klärung weiterer Details wurde 2003 ein neues Experiment durchgeführt, 
wobei die Mäuse wiederum über 8 Wochen in einem  50 Hz-EM-Feld gehalten 
wurden. Dagegen wurden die Tiere anstatt mit einer Stärke von 1,5 mT diesmal 
mit 0,1 oder 1 mT exponiert. Außer Gehirn und Niere (wie im Versuch von 
1998) wurden diesmal auch Leber und Milz mit untersucht, d.h. Organe, die in 
den Eisenstoffwechsel eingebunden sind. Für 2n-Hepatozyten konnte KEVER 
(2008) mit Hilfe von UDS-Untersuchungen zwar einen generellen Einfluss der 
MF-Exposition auf das Ausmaß an UDS nachweisen, dieses Ergebnis aber in 
den  nachfolgenden post hoc t-Tests nicht konkretisieren. 
Für die Milz liegen bisher keine verlässlichen Daten zu EMF-induzierten DNA-
Schäden vor. Zwar erwähnten SVEDENSTAL ET AL. (1999) in Milz-Homogenaten 
von CBA-Mäusen, die 32 Tage lang unter einer Stromleitung (220 KV, Flussrate 
8 µT) gehalten worden waren, im COMET-Assay bei den EMF-exponierten 
Tieren signifikant mehr DNA-Schäden gefunden zu haben als bei Kontrollen. 
Dieser Befund darf aber nach den oben erwähnten generellen Bedenken 
bezweifelt werden. Schließlich berichteten CICEKCIBASI ET AL. (2008), dass sie 
nach einer 40 tägigen 50 Hz EMF-Exposition mit 1-5 µT bei Mäusen keine 
Effekte auf die Histologie der Milz gefunden hätten. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe der UDS, d.h. einer 
bewährten Methodik, die Frage genauer zu untersuchen, ob es in der Milz unter 
einer achtwöchigen 50 Hz EMF-Exposition mit 0,1 oder 1 mT zu DNA-Schäden 
kommt. Die Analysen wurden dabei an Milzzellen der Mantelzone (Corona) 
von Milzfollikeln durchgeführt, d.h. vorwiegend an B-Lymphozyten. Zur 
Histologie der Maus-Milz siehe CESTA (2006). Darüber hinaus bot die 
angewandte Methode die Möglichkeit zum Studium der Zellproliferation im 
Keimzentrum der Milzfollikel. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Versuchstiere 
Die Gruppe der Versuchstiere aus dem Auszuchtstamm Hannover-NMRI 
bestand aus 80 sieben Monate alten, männlichen Mäusen. Im Alter von ca. 6 
Wochen wurden die Tiere von der Fa. Charles River Lab., Sulzfeld, in das 
Institut für Versuchstierkunde des Universitätsklinikums der RWTH Aachen 
übernommen. Je 5 Nestgeschwister befanden sich in einem Typ II-
Makrolonkäfig mit einer Bodenfläche von 350 cm² und wurden folgendermaßen 
gehalten: 
? Vollklimatisierte Räume mit Temperaturen  von 22°C tagsüber und 20°C 
nachts sowie einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60%  
? Automatischer Wechsel von Hell und Dunkel mit künstlichem Licht von 
6.00 bis 18.00 Uhr 
? Spezifische pathogenfreie Haltung 
? Unbegrenzter Wasser- und Futterzugang mit dem Pressfutter Altromin® 
Nr. 1314. 
Das Regierungspräsidium Köln als zuständige Behörde hatte die nachfolgend 
beschriebenen Tierversuche genehmigt. 
2.2 Radioaktive Substanz 
Das zur Markierung der proliferierenden Zellen bzw. der DNA-
Reparatursynthese verwendete ³H-Thymidin (³H-TdR) wurde von der Firma 
American Radiolabeled Chemicals Inc. St. Louis, MO, USA, 14 Tage vor der 
ersten Injektion bezogen. Bei einer Konzentration von 74 MBq/ml (2 mCi/ml) 
betrug die spezifische Aktivität 2,25 TBq /ml (60,8 Ci/mmol). Die 
radiochemische Reinheit des ³H-TdR wurde nicht noch einmal überprüft, da 
frühere Untersuchungen gezeigt hatten (vgl. ROGERS, 1979), dass bei einer 
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Lagerungstemperatur von ca. 4°C und einem Verbrauch nach spätestens vier 
Wochen keine störende Verunreinigung durch Radiolyse stattfindet.  
2.3 Tierversuche 
2.3.1 Magnetfeldexposition 
In einem separaten, für Tierversuche ohne spezifisch pathogenfreie Haltung 
ausgelegten Raum fand über acht Wochen die kontinuierliche 
Magnetfeldexposition statt. In diesem Raum wurden eine Temperatur von 22°C 
bis 24°C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 55% weitestgehend konstant 
gehalten. Die Beleuchtung in dem fensterlosen Raum wurde durch 
Leuchtstoffröhren mit einer Beleuchtungsstärke von 450 Lux erzeugt.  Durch 
Abschalten der Beleuchtung zwischen 20.00 und 8.00 Uhr wurde ein 12:12 h 
Tag:Nacht-Rhythmus eingehalten. 
Zwei horizontal ausgerichtete Helmholtz-Spulenanordungen dienten zur 
Erzeugung magnetischer 50 Hz-Felder (vgl. Abb.2.2 bei DEMMLER, 2008). Die 
Spulen besaßen einen mittleren Durchmesser von 74 cm, und der Abstand der 
beiden Helmholtz- Spulenanordnungen lag bei 37 cm.  Die zwei Spulenpaare 
wurden jeweils separat über zwei Regeltrenntransformatoren (Philips Typ 
2422) aus dem Netz gespeist. In der Mitte der Helmholtz-Spulenanordnungen 
erfolgten die Einstellung des Stroms vor der Exposition sowie auch die 
gleichzeitige Messung der magnetischen Flussdichte. In der ersten Spulen-
Anordnung wurde eine magnetische Flussdichte von 1 mT und in der zweiten 
Spulen-Anordnung eine Flussdichte von 0,1 mT eingestellt (Feldmessgerät 
EM2000 mit Sonde M400; siehe Abbildung 2.1 - 2.3.). Über ein Ampèremeter 
wurden diese Einstellungen täglich kontrolliert und gegebenenfalls berichtigt.  
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der Spulenanordnungen 
Mit Hilfe eines Gaußmeters (Modell 912, RLF Industries, USA) wurde eine 
Flussdichte des magnetischen Erdfeldes im Versuchsraum mit 47 µT 
(Inklination 11,5°) festgestellt.  
Die Helmholtz-Spulenanordnungen wiesen kleine räumliche Inhomogenitäten 
auf. Diese wirkten sich auf die Bewegungsebene der Mäuse innerhalb der 
Käfige aus und ergaben folgende Mittelwerte der magnetischen Flussdichte: 
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Spulenanordnung I: 
Käfig Nr.1: 1,0625 mT 
Käfig Nr.2: 1,0175 mT 
Käfig Nr.3: 1,0450 mT 
Käfig Nr.4: 1,0300 mT 
Käfig Nr.5: 1,0375 mT 
Käfig Nr.6: 1,0375 mT 
 
Die  gemittelte magnetische Flussdichte lag bei 1,03833mT. 
  
Abbildung 2.2 Magnetfeldmessungen an der Spulenanordnung I 
Gemessen mit EM 2000, Filter: 2 Hz bis 500 kHz. 
Einstellungen des Trenntrafos: 92,1 V, 50 Hz, 1,81 A. 
Beschaltung der Spulen: Anschluss 2 ist mit Anschluss 3 verbunden. Anschluss 1 und 
Anschluss 4 sind an dem Trenntrafo angeschlossen. 
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Für die Spulenanordung II ergaben sich folgende Werte: 
Käfig Nr.1: 0,1053 mT 
Käfig Nr.2: 0,1050 mT 
Käfig Nr.3: 0,1055 mT 
Käfig Nr.4: 0,1085 mT 
Käfig Nr.5: 0,1045 mT 
Käfig Nr.6: 0,1053 mT 
 
Die gemittelte magnetische Flussdichte lag bei 0,10567 mT. 
 
Abbildung 2.3 Magnetfeldmessungen an der Spulenanordung II 
Gemessen mit EM 2000, Filter: 2 Hz bis 500 kHz. 
Einstellungen des Trenntrafos: 9,3 V, 50 Hz, 0,18 A. 
Beschaltung der Spulen: Anschluss 6 ist mit Anschluss 7 verbunden. Anschluss 5 und 
Anschluss 8 sind an den Trenntrafo angeschlossen 
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Die Mäuse wurden während der Magnetfeldexposition in metallfreien 
Kunststoffkäfigen gehalten, allerdings ohne spezifische pathogenfreie 
Haltungsbedingungen. In einer Spule wurden jeweils sechs Käfige mit je fünf 
Nestgeschwistern untergebracht. Die Spulen und Käfige standen auf 
Holztischen.  
Zwischen den Tischen der Feld- und Kontrollgruppe wurde jeweils ein 
Abstand von drei Metern eingehalten. Mit der Helmholtz-Spulenanordnung I 
wurde die Versuchstiergruppe I exponiert; in der Spulenanordnung II 
exponierten die Versuchstiergruppe II, und zusätzlich dienten vier Käfige mit 
insgesamt 20 Tieren zur Kontrolle (Gruppe III).  Die Magnetfeld-Exposition 
wurde bis auf kurze Reinigungsphasen nach jeweils vier Tagen nicht 
unterbrochen. 
2.3.2  Injektion des ³H-Thymidin 
Nach Abschaltung des magnetischen Feldes nach 8 Wochen wurden die 
mittlerweile neun Monate alten Mäuse in Untergruppen aufgeteilt, die jeweils 
nach 5 Minuten (Untergruppe A), nach 24 Stunden (Untergruppe B) oder nach 
sieben Tagen (Untergruppe C) in das Isotopenlabor des Institutes für Anatomie 
der RWTH Aachen gebracht wurden. Dort wurde jeder Maus 555 kBq ³H-
Thymidin pro Gramm Körpergewicht intraperitoneal injiziert. Der ³H-TdR-
Lösung waren NaCl-Kristalle zugefügt worden, um insgesamt eine 0,9%ige 
NaCl-Lösung zu erzielen. Somit wurde einer Reizung des Peritoneums 
vorgebeugt, die mit Schmerzen verbunden gewesen wäre. 
2.3.3 Narkotisierung der Tiere 
Mit einer i.p. Injektion einer 10%igen, wässrigen Chloralhydratlösung wurden 
die Tiere 115 Minuten nach der ³H-TdR- Injektion narkotisiert (0,005 ml/g 
Körpergewicht). Der Cornealreflex der Mäuse war nach ca. drei Minuten nicht 
mehr nachweisbar. 
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2.3.4  Perfusionsfixation 
Nach Eintritt der tiefen Narkose erfolgte die Eröffnung der Bauchdecke. 
Diaphragma und Pericard wurden durchtrennt und anschließend eine Kanüle 
in den linken Ventrikel eingeführt. Mit Hilfe dieser Kanüle wurden die 
nachfolgend aufgeführten Perfusionslösungen injiziert. Um den Durchfluss der 
Lösungen durch den gesamten Kreislauf zu gewährleisten, wurde die Vena 
cava inferior durchtrennt.  
Die Injektion der Perfusionslösungen führte zum Exitus der Versuchstiere. 
Die Perfusion der folgenden Lösungen erfolgte mit einer 30 ml Record-Spritze 
unter einem manuell konstant gehaltenen Druck in einem Zeitraum von drei bis 
vier Minuten.  
? Thomadex® 40 mit NaCl  20 ml 
? Formalinlösung 1    20 ml 
? Formalinlösung 2   20 ml 
? Formalinlösung 3    20 ml 
Die erste Lösung diente dabei der Ausspülung des Blutes. 
Die angeführten Formalinlösungen wurden folgendermaßen hergestellt: 
Stammlösung:  80 g Paraformaldehyd in 200 ml Aqua dest. lösen; erhitzen 
auf 92°-95°C ; drei Tropfen 10%iger Natronlauge 
hinzufügen und abkühlen lassen 
Formalinlösung 1: 1 Teil Stammlösung + 9 Teile 0,9%ige Salzsäure (pH 7,2) 
Formalinlösung 2: 1 Teil Stammlösung + 9 Teile 0,9%ige Salzsäure (pH 7,2); zu 
99 Teilen dieser Mischung 1 Teil 96%iger Eisessig 
hinzugefügt 
Formalinlösung 3: 1 Teil Stammlösung + 4 Teile 0,9%ige Salzsäure (pH 7,2) 
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2.3.5 Organentnahme und Weiterbehandlung 
Folgende Organe wurden nach der Perfusionsfixation entnommen: 
? Milz 
? Lebervorderlappen  
? Niere (meist links) 
? Gehirn 
Für zwei Wochen wurden die Organe zur weiteren Fixation in der 
Formalinlösung 3 belassen. Die Organproben und Hirnhälften wurden sodann 
in 70%igen Ethanol überführt und verblieben in dieser Lösung über mehrere 
Wochen (maximal ca. neun Monate) bei 4°C bis zur Einbettung in Paraplast. 
2.4 Herstellung der histologischen Präparate 
2.4.1 Einbettung in Paraplast 
Das durch die Fixation in den Organen enthaltene Formalin musste zunächst 
vollständig entfernt werden, um einer Chemographie, also einer Entstehung 
von Silberkörnern im Autoradiogramm durch eine chemische Reaktion, 
vorzubeugen. Die Entfernung des Formalins wurde durch eine sechsstündige 
Wässerung unter fließendem Leitungswasser erreicht. Die Präparate wurden 
anschließend in einer aufsteigenden Ethanol- und Acetonreihe dehydriert (vgl. 
Tabelle 2.1), um eine Durchdringung des Gewebes durch Paraplast vollständig 
zu gewährleisten.  
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Tabelle 2.1 Arbeitsschritte vor der Paraplast-Einbettung 
Arbeitsschritt Einwirkzeit 
1. 80%iges Ethanol 1 h 
2. 96%iges Ethanol 1 h 
3. 96%iges Ethanol 1 h 
4. 100%iges Ethanol 1 h 
5. 100%iges Ethanol 1 h 
6. 100%iges Ethanol 1 h 
7. Ethanol/Aceton 1:1 1 h 
8. Aceton 1 h 
 
Nach dieser Dehydration wurden die Organe für ca. drei Stunden in flüssiges 
Paraplast (Schmelzpunkt 60°C) gelegt, bis keine Luftblasen mehr aufstiegen. 
Anschließend wurden die einzelnen Präparate in frisches, acetonfreies 
Paraplast überführt und nach erneuter Einwirkzeit von 15 Stunden zu Blöcken 
ausgegossen.  
2.4.2 Herstellung histologischer Schnitte 
Mit Hilfe eines motorbetriebenden Mikrotoms „Leica RM 2005“ (Fa. Leica, 
Nussloch) und Messern vom Ralph-Typ, welche mit Hilfe eines „LKB 2078 
Histo Knife Maker“ (Fa. LKB, Bromma, Schweden) selbst gebrochen wurden, 
konnten die histologischen Schnitte der Milz hergestellt werden. Es wurden 3 
µm dicke Schnitte in Serie angefertigt. Die Schnitte wurden quer zur 
Längsachse der Milz durchgeführt, mit Aqua bidest. auf vorgereinigte 
Glasobjektträger mit einseitigem Mattschild (zur Möglichkeit der Beschriftung 
mit Bleistift) gelegt und auf einer Heizplatte bei 38°- 42°C gestreckt. Das 
überflüssige Aqua bidest. wurde mit einem Papierstreifen abgesaugt, und 
anschließend wurden die Präparate 12 Stunden im Brutschrank bei 37°C 
getrocknet.  
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2.4.3  Färbung der histologischen Schnitte 
Die getrockneten Schnitte wurden sorgfältig mit Xylol entparaffiniert, um  evtl. 
chemographische Effekte zu minimieren. Dann wurden die Präparate in einer 
absteigenden Ethanolreihe (siehe Tabelle 2.1) rehydriert, wobei jede Lösung 
zweimal erneuert wurde: 
Tabelle 2.2 Arbeitsschritte zur Rehydrierung 
Lösung Einwirkzeit 
1. Xylol  P.A. 3* 10 min 
2. 99%iger Isopropylalkohol 3* 10 min 
3. 96%iges Ethanol 3* 10 min 
4. 70%iges Ethanol 3* 10 min 
5. Aqua bidest. 3* 10 min 
 
Die Zellkerne wurden anschließend nach der Feulgen- Methode gefärbt (vgl. 
LANG und MAURER, 1965): 
1. Zur Freilegung der Aldehydgruppen der Nucleotide wurden die 
Schnitte in 1n HCl bei 60°C hydrolysiert 
2. Die Beendigung der Hydrolyse erfolgte durch Abspülen mit Aqua 
bidest. 
3. Zur Färbung wurden die Schnitte in Schiffsches Reagens eingelegt, das 
aus folgenden Komponenten bestand: 
? 12,5 g Pararosanilin 
? 875 ml Aqua bidest. 
? 175 ml 1n HCL 
? 12,5 g K2SO4 (Kaliumdisulfid) 
 Material und Methoden 15 
 
4. Die Färbung wurde gestoppt durch ein kurzes Wässern mit lauwarmem 
Leitungswasser. 
5. Ein abschließendes Wässern mit Aqua bidest. diente dem Entfernen von 
Kalk im Leitungswasser. 
2.5 Herstellung der Autoradiogramme 
2.5.1 Dunkelkammer 
Die Autoradiographie basiert auf einer Visualisierung von Radioaktivität mit 
Hilfe einer fotographischen Filmschicht. Bei diesem Verfahren besteht eine 
große Anfälligkeit für Licht und chemische Einflüsse, welche eine unspezifische 
Markierung hervorrufen können. Daher wurden die Autoradiogramme in einer 
Dunkelkammer  unter möglichst sauberen Bedingungen hergestellt.  
Innerhalb der Dunkelkammer mussten folgende Kriterien erfüllt sein: 
? Temperatur 20°C, relative Luftfeuchtigkeit 55-65% 
? Absolute Lichtundurchlässigkeit der Tür 
? Abdichtung aller elektrischen Geräte gegen elektrische Blitze 
? Entfernung aller (lange nachleuchtenden) Leuchtstoffröhren 
? Entfernung von Staub aufwirbelnden Belüftungen  
? Abschirmung gegen H2S- Gase aus Abflüssen 
2.5.2 Aufziehen der Fotoemulsion nach der Dripping-Methode 
Es wurde eine gelförmige Fotoemulsion vom Typ K2 (Fa. Ilford Ltd., Essex, UK) 
verwendet. Zunächst wurde bei völliger Dunkelheit die erforderliche 
Emulsionsmenge abgewogen und im Wasserbad bei 42°C geschmolzen. Zur 
Vermeidung chemographischer Effekte wurde streng darauf geachtet, dass die 
Emulsion nicht mit Metall oder Haut in Berührung kam. Dann wurde eine 
Verdünnung mit Aqua bidest. im Verhältnis 1:1 durchgeführt. 
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Hierbei musste darauf geachtet werden, dass sich beim Umrühren keine 
Luftblasen bildeten oder der zum Umrühren verwendet Glasstab die 
Gefäßwand berührte. Anschließend wurde die Emulsion durch eine doppelte 
Mull-Lage filtriert.  
Beim Dripping wurden dann die Objektträger nacheinander in die Emulsion 
getaucht, nach einigen Sekunden wieder langsam herausgezogen und 
schließlich aufrecht stehend ca. eine Stunde lang getrocknet.  
2.5.3 Exposition der Autoradiogramme 
Nach der vollständigen Trocknung wurden die Objektträger in 
lichtundurchlässige Expositionskästchen gestellt und für 251 Tage bei 4°C im 
Kühlschrank gelagert. Es wurde ein Trocknungsmittel mit Farbindikator 
(„Indicating Drierite“, Fa. Aldrich Chemical Company, Milwaukee/Wisconsin, 
USA) in das Expositionskästchen beigelegt, um eventuelle  Feuchtigkeitsreste 
abzufangen. 
2.5.4 Entwicklung und Fixation 
Nach Ablauf der Expositionszeit wurden die Expositionsboxen zur Adaption 
an die Umgebungstemperatur aus dem Kühlschrank genommen und eine 
Stunde bei Raumtemperatur gelagert. Die Objektträger  wurden daraufhin für 
vier Minuten in frisch angesetzten, filtrierten und auf 18°C temperierten 
Amidol-Entwickler gebracht. Dieser setzte sich zusammen aus:  
? 1,35 g Amidol (4-Hydroxy-m-Phenylendiammonium-Dichlorid) 
? 5,4 g Na2SO3 sicc. 
? 2,4 ml 10 %iges KBr 
? 300 ml Aqua bidest. 
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Um eine bestmögliche Durchmischung der Lösung und Benetzung der 
Objektträger zu gewährleisten, wurde eine elektrisch betriebene Wippe benutzt. 
Die Präparate wurden anschließend kurz mit Aqua bidest. abgespült und zehn 
Minuten mit 30%iger Natriumthiosulfatlösung fixiert. Dann folgten eine 
gründliche Wässerung zur rückstandslosen Beseitigung der Fixationslösung 
und eine Trocknung der Präparate an der Luft.  
2.5.5 Gegenfärbung des Zytoplasmas und Eindeckelung 
Zur Gegenfärbung des Zytoplasmas wurden die Objektträger eine Minute in 1g 
Lichtgrün und 100 ml Aqua bidest. getaucht, kurz gewässert und anschließend 
getrocknet. Dann wurden die Autoradiogramme mit Entellan® (Fa. Merck, 
Darmstadt) und Deckgläschen eingedeckt.  
2.6 Auswertung der Autoradiogramme 
2.6.1 Verwendetes Mikroskop  
Die Auswertung der hergestellten Autoradiogramme wurde mit einem 
Mikroskop der Firma Leitz, Wetzlar (Laborlux K) durchgeführt. Da 
unterschiedliche Aspekte der Autoradiogramme untersucht wurden (siehe 
2.6.2.), mussten jeweils verschiedene Vergrößerungen gewählt werden. Zur 
Ermittlung der Anzahl der angeschnittenen Follikel mit oder ohne Anhäufung 
stark markierter S-Phasezellen pro Präparat wurde die geringste Vergrößerung 
(2,5-fach/0,08) zur Übersicht gewählt. Die Auswertung der Anzahl stark 
proliferierender Zellen pro Follikel erfolgte mit Hilfe eines 40er Objektivs. Die 
Ermittlung von Silberkörnern pro Zellkern und der Zellkernprojektionsflächen 
wurde mit einem 100-fachen Ölimmersionsobjektiv durchgeführt. Zusammen 
mit einem 10- fachen Okular und einem sogenannten Distanzring konnte dabei 
eine 1250-fache Vergrößerung erreicht werden. Die Größenbestimmung  von 
Follikel- und Zellkernprojektionsfläche wurde durch ein in das Okular 
eingelegtes Zählnetz, das in 20 x 20 kleine Quadrate unterteilt war, ermöglicht. 
Die Fläche eines kleinen Zählquadrates (F) betrug dabei 37,21 µm². 
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2.6.2 Untersuchte Strukturen und Kriterien der Auswertung 
Bei der Auswertung der einzelnen Präparate wurden drei unterschiedliche 
Parameter erfasst: 
a. Bestimmung der Anzahl aller angeschnittenen Follikel pro Präparat und 
der Anzahl der in den einzelnen Follikeln enthaltenden sog. Cluster (d.h. 
Anhäufungen stark markierter Milzzellen im Keimzentrum; siehe dazu 
Abb. 3.1).  
b. Bestimmung der Projektionsfläche von 10 analysierten Follikeln und die 
Anzahl der in ihnen enthaltenen stark proliferierenden markierten S-
Phasezellen. Für diese Messung wurde nur der Bereich der weißen Pulpa 
(d.h. die Keim- und Mantelzone) als Fläche erfasst; die Marginalzone 
wurde ausgeschlossen (vgl. dazu Abb. 3.1.). Die Selektion der 10 Follikel 
wurde stets vom linken oberen Rand des Autoradiogramms ausgeführt 
und erfolgte dann mäandrierend weiter nach rechts. 
c. Vermessung der Zellkernprojektionsfläche und Bestimmung der 
Silberkornzahl von jeweils 100 Milz-Zellkernen in der Mantelzone pro 
Autoradiogramm. Dabei wurden S-Phasezellen (stark markierte, d.h. 
homogen schwarz erscheinende) nicht berücksichtigt. Die Auswertung 
wurde jeweils minimal peripher des Zentrums der Follikel über eine 
Fläche von jeweils 40 Rasterkästchen pro Follikel vorgenommen. Zur 
Auswertung wurden nur Zellkerne berücksichtigt, welche gut 
angeschnitten waren und nicht überlappend lagen. Auch Zellkerne mit 
Null Silberkörnern wurden erfasst. Es wurden bei den markierten 
Zellkernen diejenigen Silberkörner gezählt, die über der 
Kernanschnittsfläche einschließlich der Zellkernmembran verteilt lagen. 
Die Größe der Zellkernprojektionsfläche wurde mit Hilfe des bereits 
erwähnten Zählnetzes bestimmt. 
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2.7 Korrekturverfahren zu den Silberkornzählungen 
2.7.1 Background der Autoradiogramme 
In allen Präparaten sind Silberkörner vorhanden, die nicht durch Emission von 
ß-Teilchen des ³H-TdR entstanden sind. Diese unspezifischen Silberkörner 
stellen in ihrer Gesamtheit den „Nulleffekt“ oder „Background“ dar. 
Mögliche Ursachen für ihre Entstehung sind: 
? Fehler bei der Herstellung der Autoradiogramme 
? Falscher Transport der Photoemulsion 
? Fehlerhafte Aufbewahrung der Photoemulsion 
? Zu lange und falsche Aufbewahrung des ³H-TdR 
Vor der mikroskopischen Analyse wurden die Autoradiogramme generell auf 
die Stärke des Nulleffekts überprüft, indem die Anzahl der Silberkörner über 
gewebehaltigen und gewebefreien Flächen miteinander verglichen wurden. 
Wenn die Markierung über den gewebefreien Arealen besonders stark war, 
wurden diese Präparate nicht zur Auswertung zugelassen. 
2.7.2 Korrektur des Backgrounds 
Das Verfahren, das dieser Arbeit zu Grunde lag, geht von einer Poisson-
Verteilung der Silberkörner aus (vgl. KOBURG U. MAURER, 1962; ENGLAND UND 
ROGERS, 1970), die durch den radioaktiven Zerfall und auch infolge eines 
Nulleffektes entstanden ist. Gemäß dieser Verteilung sind mit einer bestimmten 
Wahrscheinlichkeit Zellen enthalten, die zwar radioaktiv markiertes Thymidin 
in den Zellkern eingebaut haben, aber keine Silberkörner aufweisen. Dabei 
nimmt diese Wahrscheinlichkeit mit zunehmender mittlere Silberkornanzahl 
ab.  
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Der Nulleffekt wird generell gesehen mit folgender Formel berücksichtigt 
(STILLSTRÖM, 1963; 1965): 
X= 1/PL* (xm – xk) 
X: Mittlere korrigierte Kornzahl pro Zellkernprojektionsfläche  
xm:  gemessene mittlere Silberkornzahl eines (Kontroll-)Tieres mit ³H-TdR Injektion  
xk: gemessene mittlere Silberkornzahl eines (Kontroll-)Tieres ohne ³H-TdR–Injektion 
(Nulleffekt) 
PL: Wahrscheinlichkeit einer echten Markierung 
Die angeführte Größe PL wurde beim Vorliegen mittlerer Silberkornzahlen von 
x > 3 wie folgt bestimmt (MAY, 1991): 
PL=1 – [pm (0) /pk (0)] 
pm: Anteil der Zellen ohne Silberkörner im Präparat nach ³H-TdR–Injektion 
pk:  Anteil der Zellen ohne Silberkörner im Präparat des inaktiven Vergleichstiers 
Bei Vorliegen von mittleren Silberkornzahlen x < 3 wurden die PL-Werte nach 
dem Verfahren von KORR & SCHMIDT (1988, 1989) berechnet. Dabei wurden 
diejenigen Messwerte von weiteren Berechnungen ausgeschlossen, bei denen 
pm (0) < pk (0) war oder aber die Differenz der Silberkornsummen von jeweils 
100 Zellen von Versuchs- und Kontrolltier <  15 Silberkörner betrug. Schließlich 
erfolgte ebenfalls ein Ausschluss von weiteren Berechnungen (vgl. SCHMIDT 
1990), wenn ein PL* berechnet wurde mit  
PL* < 1 – [pm (0) /pk (0)]. 
SCHMIDT (1990) wies darauf hin, dass es im Falle der Berechnung von PL* nach 
dem Computerverfahren von KORR & SCHMIDT (1988, 1989) durchaus 
vorkommen kann, dass bei pm (0)/pk (0) > 0,7 ein PL*=1.0 berechnet wird – ein 
an sich unlogisches Ergebnis, das durch eine zu geringe Stichprobengröße 
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bedingt ist. Auch diese (nur vereinzelten) Fälle wurden von weiterführenden 
Berechnungen ausgeschlossen. 
2.7.3 ³H-ß-Selbstabsorption 
Es ist darauf hinzuweisen, dass auf eine Berücksichtigung der sogenannten ³H-
ß-Selbstabsorption (vgl. MAURER & PRIMBSCH, 1964; KORR, 1985) verzichtet 
wurde, da die ³H-TdR-Markierung nur einer Zellart (d.h. Milzzellen) bei gleich 
alten Mäusen verglichen wurde. 
2.7.4 Normierung der Silberkornzahlen 
Zur Berücksichtigung gleichartiger DNA-Mengen der Zellkerne pro 
Schnittvolumen wurde ein Normierungsverfahren (SCHMITZ 1994) angewendet, 
welches von den Zellkernprojektionsflächen ausgeht.  
2.8 Statistische Analysen 
Von allen Messwerten, das heißt der Zellkernprojektionsfläche (KF) sowie den 
korrigierten und normierten Silberkornzahl der Zellkerne (KKnorm) wurden 
Mittelwerte und deren mittlerer Fehler pro Tiergruppe A I bis C III berechnet. 
Die Tiergruppen wurden über eine sogenannte Varianzanalyse („generalized 
linear model“) verglichen. Die Dosis (V1) und der Zeitpunkt der ³H-TdR-
Injektion (V2) waren hierbei die festen Faktoren, die spezifische Expositionsbox 
(V4) die sogenannte Kovariante sowie das Gewicht der Versuchstiere (V3), KF 
(V5) und KKnorm(V6) abhängige Variablen, die einzeln getestet wurden. Mit 
Hilfe des Programms SPSS (Version 12.01 für Windows, SPSS, Chicago, 
II/U.S.A) wurden die Berechnungen freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. C. 
Schmitz/Department of Psychiatrie and Neuropsychology, Universität 
Maastricht durchgeführt. Ein Effekt wurde in allen Analysen dann als gesichert 
betrachtet, wenn p < 0,05 vorlag. Post hoc–Tests  zum paarweisen Vergleich 
erfolgten mittels t–Tests unter Berücksichtigung einer Bonferroni- Korrektur 
(das heißt, zum Beispiel bei 14 Paar-Vergleichen (Tabelle 3.5) p= 0,05/14 = 
0,0036) zur Vermeidung der sogenannten α-Fehler-Kumulierung.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Charakteristika der Autoradiogramme 
Die folgende Abbildung 3.1 verdeutlicht die untersuchten Strukturen der Milz 
nach achtwöchiger 50 Hz-Magnetfeld-Exposition. Zu erkennen sind 
angeschnittene Milzfollikel, d.h. die weiße Pulpa und die umgebende rote 
Pulpa. Der Milzfollikel besteht aus dem Keimzentrum, der Mantelzone und der 
Marginalzone. Im Keimzentrum (1)  sind Anhäufungen stark markierter Zellen 
zu erkennen, sog. Cluster. Vereinzelte, durch Silberkörner sehr stark markierte 
Zellen sind auch in der Mantelzone (2) sichtbar.  
 
Abbildung 3.1 Anschnitt eines Milz- Autoradiogramms  
(VT 28/03 Schnitt 8a 54; Aufnahme mit 10er Objektiv). 
1: Keimzentrum eines Follikels; 2: Mantelzone; 3: Marginalzone. 
Maßstab: Die Balkenlänge entspricht einer Strecke von 100 µm 
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3.2 Kumulative Häufigkeitsverteilungen der Markierungen 
Die Abbildungen 3.2 und 3.3 zeigen kumulative Häufigkeitsverteilungen über 
dem Zellkern (der Mantelzone) für Tiere der Gruppen AIII und CIII. Die 
Verteilungen für die Gruppe CIII (Versuchstiere 93-99) sind einheitlich, 
während in der Gruppe AIII (Versuchstiere 43-46) eine Rechtverschiebung der 
Graphen von VT 43 und 46 auffällt. Diese beiden Tiere wurden daher von der 
weiteren Auswertung ausgeschlossen.  
 
Abbildung 3.2 Gruppe A III 
 
Abbildung 3.3 Gruppe C III 
Erklärungen zu Abbildungen 3.2 und 3.3: 
Relative kumulative Häufigkeitsverteilungen für Zellkern-Silberkornmarkierungen von 
Milzzellen der Maus nach Injektion von ³H-TdR. 
Für jede Silberkornzahl x (Abszisse) ist dargestellt, mit welcher Häufigkeit (Ordinate) Zellkerne 
bis zu dieser Silberkornzahl vorhanden sind. 
Gruppe AIII: Injektion von ³H-Thymidin 5 min nach Abschalten  
des Magnetfeldes (0 mT) 
Gruppe CIII: Injektion von ³H-Thymidin nach 7 Tagen (0mT) 
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3.3 Zellkernmarkierung (Mantelzone) 
3.3.1 Nulleffekt  
Insgesamt wurden 4 Autoradiogramme von drei inaktiven Mäusen ausgewertet 
(VT 67, 68, 70; diese Tiere wurden weder einem Magnetfeld ausgesetzt noch 
erhielten sie eine Injektion von ³H-TdR). Die enthaltenen Silberkornzahlen 
waren mit 0,12 Körnern pro Zellkernprojektionsfläche sehr klein.  
3.3.2 Silberkornzahlen über den Zellkernen 
Tabelle 3.1 beschreibt die Charakteristika der Versuchstiere (Gewicht und 
Expositionsgruppenzugehörigkeit) sowie Messergebnisse (z.B mittlere 
korrigierte Silberkornzahlen der Zellkerne) der Autoradiogramme. Tiere, die 
aufgrund einer auffallenden Rechtsverschiebung in den Graphen der 
kumulativen Häufigkeiten (s. Abb. 3.2. und Abb. 3.3.) ins Auge fielen, wurden 
von allen weiteren Berechnungen ausgeschlossen und in der Tabelle (hier 
dunkelgrau und unterstrichen) markiert. Ebenso aus der Wertung genommen 
wurden Tiere (hier hellgrau hinterlegt), bei denen es Probleme bei der 
Nulleffektkorrektur gab. 
Die arithmetischen Mittelwerte der korrigierten und normierten 
Silberkornzahlen für die ausgewerteten Milzzellen der einzelnen 
Versuchsgruppen und ihre Streubreite, ausgedrückt als „standard deviation“, 
SD, verdeutlicht Tabelle 3.2. 
Die Streubreite der Mittelwerte machte dabei - über alle Versuchsgruppen 
gesehen - 34% aus. Dabei reichte die Spanne von 18% (Gruppe BI) bis 49% 
(Gruppe CIII). Eine Korrelation zu applizierter MF-Dosis (Gruppen I, II, III) 
oder zum Zeitpunkt der ³H-TdR Injektion (Gruppen A, B, C) ist nicht 
erkennbar.  
In der Univarianzanalyse (siehe Tab. 3.3) wurde kein Effekt festgestellt. 
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Im post hoc t-Test wurden die einzelnen Gruppen miteinander verglichen 
(siehe Tab. 3.4.). Im Bezug auf KKnorm ist hier kein Effekt erkennbar, da keine 
Wahrscheinlichkeit p< 0,05 ist. 
3.3.3 Zellkernprojektionsflächen  
Wie aus Tabelle 3.3 hervorgeht, gab es hier keine Signifikanzen. 
3.3.4 Cluster 
Ein Aspekt der Auswertungen der Autoradiogramme beschäftigte sich mit der 
Anwesenheit von Clustern (Anhäufungen von S-Phasezellen) in Keimzentren 
der Follikel. Die Ergebnisse, das heißt Quotienten b/a, wurden mit Hilfe einer 
Univarianzanalyse (Tab. 3.3.) getestet; es fanden sich keine Signifikanzen.  
3.3.5 Zellproliferation 
Angaben zur Zellproliferation innerhalb der Keimzone der Follikel 
(ausgedrückt als Dichte von S-Phasezellen) finden sich in Tab. 3.1 für jedes 
Versuchstier sowie in Tab 3.2. für die einzelnen Versuchsgruppen. 
Die Univarianz-Analyse (Tab. 3.3) ergab, dass der Zeitpunkt der ³H-TdR 
Injektion einen signifikanten Einfluss auf die Dichte von S-Phasezellen hatte. 
Dieser Effekt ließ sich jedoch im post hoc t-Test nicht konkretisieren.
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Tabelle 3.1 Charakteristika der Versuchstiere sowie Mess- und daraus abgeleitete Werte für 
Zellen der Milz (Mantelzone) 
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Tabelle 3.2 Streubreite der Ergebnisse für Zellen der Milz 
Gruppen KK-norm c/d b/a KF 
 MW SD 
(abs.) 
SD 
(%) 
MW SD 
(abs.) 
SD 
(%) 
MW SD 
(abs.) 
SD 
(%) 
MW SD 
(abs.) 
SD 
(%) 
AI 5,58 1,77 32 5,89 2,06 35 13.35 10,41 78 37.70 0,18 0,1 
A II 5,26 1,55 29 5,51 2,61 39 11,71 14,78 126 37.67 0,17 0,1 
A III 5,28 1,07 20 5,82 1,61 28 7,34 8,72 119 37.70 0,07 0,1 
B I 4,87 0,91 18 5,98 1,96 33 7,26 5,95 82 37.72 0,03 0,1 
B II 5,17 2,34 45 5,18 1,11 22 10,54 9,72 92 37.72 0,18 0,1 
C I 5,35 1,77 33 4,31 1,11 26 11,36 10,1 89 37.76 0,05 0,1 
C II 4,10 1,87 46 4,88 1,35 28 7,48 8,87 118 37.71 0,03 0,1 
C III 4,23 2,06 49 5,23 1,22 23 14,94 11,79 79 37.71 0,04 0,1 
MW: 34 MW: 29 MW: 98 MW: 0,1 
 
Gruppen  = A, B, C: Zeitpunkt der ³H-TdR Injektion nach Abschalten des Magnetfeldes: 
A: 5 min; B: 24 h; C: 7 d 
   I–III: Magnetfelddosis: I: 1 mT; II: 0,1 mT; III: 0 mT 
KK norm = Nulleffekt- korrigierte und normierte Silberkornzahl pro 
    Zellkernprojektionsfläche  
c/d = Anzahl der S-Phase Zellen im Keimzentrum pro 10 Follikel/Projektionsfläche 
der 10 Follikel 
b/a  = Anzahl von Cluster pro 10 Follikel 
KF  = Kernanschnittsfläche in µm² 
MW  = Mittelwert 
SD (abs.) = Standard Deviation (Standard Abweichung) absolut  
SD (%)  = Standard Deviation als Prozentsatz vom Mittelwert 
 
 
 Ergebnisse 30 
 
Tabelle 3.3 Einfaktorielle Varianzanalyse zur Signifikanzbestimmung der Ergebnisse 
Dependent Variable: KF 
Source Type III Sum 
of Squares 
df Mean 
Square 
F Sig. 
Corrected Model ,036(a) 8 ,005 ,437 ,894 
Intercept 947,935 1 947,935 91772,747 ,000 
Gewicht ,001 1 ,001 ,141 ,709 
A: Zeitpunkt ,013 2 ,007 ,637 ,533 
B: Dosis ,009 2 ,005 ,452 ,639 
A * B ,007 3 ,002 ,234 ,872 
Error ,599 58 ,010  
Total 95279,098 67  
Corrected Total ,635 66  
a  R Squared = ,057 (Adjusted R Squared = -,073) 
 
Dependent Variable: KKnorm 
Source Type III Sum 
of Squares 
df Mean 
Square 
F Sig. 
Corrected Model 19,707(a) 8 2,463 ,793 ,611 
Intercept 5,194 1 5,194 1,672 ,201 
Gewicht 3,159 1 3,159 1,017 ,317 
A: Zeitpunkt 7,216 2 3,608 1,162 ,320 
B: Dosis 2,991 2 1,496 ,482 ,620 
A * B 6,161 3 2,054 ,661 ,579 
Error 180,151 58 3,106  
Total 1885,575 67  
Corrected Total 199,858 66  
a  R Squared = ,099 (Adjusted R Squared = -,026) 
 
KF   =Zellkernanschnittsfläche in µm² 
KKnorm = Nulleffekt-korrigierte und normierte Silberkornzahl pro 
     Zellkernprojektionsfläche  
 
Die in Englisch aufgeführten Statistik-Begriffe sind dem Originalausdruck der SPSS- 
Berechnung entnommen und nur der Vollständigkeit wegen aufgeführt. 
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Dependent Variable: b/a 
Source Type III Sum 
of Squares 
df Mean 
Square 
F Sig. 
Corrected Model 482,820(a) 8 60,353 ,539 ,822 
Intercept 218,672 1 218,672 1,953 ,168 
Gewicht 40,213 1 40,213 ,359 ,551 
A: Zeitpunkt 54,798 2 27,399 ,245 ,784 
B: Dosis 8,322 2 4,161 ,037 ,964 
A * B 345,621 3 115,207 1,029 ,387 
Error 6494,860 58 111,980  
Total 14648,510 67  
Corrected Total 6977,680 66  
a R Squared = ,069 (Adjusted R Squared = -,059) 
 
Dependent Variable: c/d 
Source Type III Sum 
of Squares 
df Mean 
Square 
F Sig. 
Corrected Model 25,988(a) 8 3,248 1,360 ,234 
Intercept 20,803 1 20,803 8,706 ,005 
Gewicht ,012 1 ,012 ,005 ,943 
A: Zeitpunkt 16,339 2 8,170 3,419 ,039 
B: Dosis ,368 2 ,184 ,077 ,926 
A * B 6,382 3 2,127 ,890 ,452 
Error 138,583 58 2,389  
Total 2143,210 67  
Corrected Total 164,571 66  
a R Squared = ,158 (Adjusted R Squared = ,042) 
 
b/a = Anzahl von Cluster pro 10 Follikel 
c/d = Anzahl der S-Phase Zellen im Keimzentrum pro 10 Follikel/  
    Projektionsfläche der 10 Follikel 
 
Die in Englisch aufgeführten Statistik-Begriffe sind dem Originalausdruck der SPSS- 
Berechnung entnommen und nur der Vollständigkeit wegen aufgeführt. 
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Abbildung 3.4 Post hoc t- Tests für Zellkernmarkierungen (KKnorm) und (relativer) 
Zellproliferation von Milzzellen (Mantelzone) der Maus  
 
Infolge einer Bonferroni- Korrektur betrug das adjustierte Signifikanzniveau bei α= 0,05/14= 
0,0036. 
A, B,C   = Zeitpunkt der Injektion von ³H-TdR, d.h. 5 min(A), 24 h (B),oder 7 d (C) nach 
Abschalten des Magnetfeldes 
I, II, III   = MF-Dosis, d. h. 1 mT (I); 0,1 mT (II); 0 mT (III) 
KK norm = Nulleffekt-korrigierte und normierte Silberkornzahl pro 
Zellkernprojektionsfläche unter Berücksichtigung der ³H-ß-Selbstabsorption 
 KKnorm c/d b/a KF 
 x p x p x p X p 
AI 5,58 ± 0,56 N=10 0,6709 5,89 ± 0,65 N=10 0,6952 13.35 ± 3.293 N=10 0,7775 37.70 ± 0.05647 N=10 0,7018 
A II 5,26 ± 0,49 N=10  6,21 ± 0,47 N=10  11.71 ± 4.674 N=10  37.67 ± 0.05253 N=10  
A I 5,58 ± 0,56 N=10 0,7313 5,89 ± 0,65 N=10 0,9482 13.35 ± 3.293 N=10 0,2889 37.70 ± 0.05647 N=10 1,0000 
A III 5,28 ± 0,48 N=5  5,82 ± 0,72 N=5  7.340 ± 3.900 N=5  37.70 ± 0.03277 N=5  
A I 5,58 ± 0.56 N=10 0,3177 5,89 ± 0,65 N=10 0,9302 13.35 ± 3.293 N=10 0,1617 37.70 ± 0.05647 N=10 0,8273 
B I 4,87 ± 0,32 N=8  5,98 ± 0,69 N=8  7.263 ± 2.105 N=8  37.72 ± 0.01085 N=8  
A I 5,58 ± 0,56 N=10 0,7767 5,89 ± 0,65 N=10 0,0572 13.35 ± 3.293 N=10 0,6777 37.70 ± 0.05647 N=10 0,3949 
C I 5,35 ± 0,59 N=9  4,31 ± 0,37 N=9  11.36 ± 3.366 N=9  37.76 ± 0.01501 N=9  
A II 5.26 ± 0,49 N=10 0,9838 6,21 ± 0,47 N=10 0,6492 11.71 ± 4.674 N=10 0,5564 37.67 ± 0.05253 N=10 0,7099 
A III 5,28 ± 0,48 N=5  5,82 ± 0,72 N=5  7.340 ± 3.900 N=5  37.70 ± 0.03277 N=5  
A II 5,26 ± 0,49 N=10 0,9204 6,21 ± 0,47 N=10 0,0974 11.71 ± 4.674 N=10 0,8367 37.67 ± 0.05253 N=10 0,4281 
B II 5,17 ± 0,74 N=10  5,18 ± 0,35 N=10  10.54 ± 3.072 N=10  37.72 ± 0.007341 N=10  
A II 5,26 ± 0,49 N=10 0,1664 6,21 ± 0,47 N=10 0,0682 11.71 ± 4.674 N=10 0,4868 37.67 ± 0.05253 N=10 0,5340 
C II 4,10 ± 0,66 N=8  4,88 ± 0,48 N=8  7.475 ± 3.136 N=8  37.71 ± 0.01018 N=8  
A III 5,28 ± 0,48 N=5 0,327 5,82 ± 0,72 N=5 0,4834 7.340 ± 3.900 N=5 0,2517 37.70 ± 0.03277 N=5 0,7810 
C III 4,23 ± 0,78 N=7  5,23 ± 0,46 N=7  14.94 ± 4.458 N=7  37.71 ± 0.01565 N=7  
B I 4,87 ± 0,32 N=8 0,7383 5,98 ± 0,69 N=8 0,2827 7.263 ± 2.105 N=8 0,4163 37.72 ± 0.01085 N=8 0,9226 
B II 5,17 ± 0,74 N=10  5,18 ± 0,35 N=10  10.54 ± 3.072 N=10  37.72 ± 0.007341 N=10  
B I 4,87 ± 0,32 N=8 0,5019 5,98 ± 0,69 N=8 0,0453 7.263 ± 2.105 N=8 0,333 37.72 ± 0.01085 N=8 0,0557 
C I 5,35 ± 0,59 N=9  4,31 ± 0,37 N=9  11.36 ± 3.366 N=9  37.76 ± 0.01501 N=9  
B II 5,17 ± 0,74 N=10 0,3086 5,18 ± 0,35 N=10 0,6091 10.54 ± 3.072 N=10 0,4996 37.72 ± 0.007341 N=10 0,6882 
C II 4,10 ± 0,62 N=8  4,88 ± 0,48 N=8  7.475 ± 3.136 N=8  37.71 ± 0.01018 N=8  
C I 5,35 ± 0,59 N=9 0,1755 4,31 ± 0,37 N=9 0,3658 11.36 ± 3.366 N=9 0,4159 37.76 ± 0.01501 N=9 0,0272 
C II 4,10 ± 0,66 N=8  4,88 ± 0,48 N=8  7.475 ± 3.136 N=8  37.71 ± 0.01018 N=8  
C I 5,35 ± 0,59 N=9 0,2613 4,31 ± 0,37 N=9 0,1405 11.36 ± 3.366 N=9 0,5227 37.76 ± 0.01501 N=9 0,0638 
C III 4,23 ± 0,78 N=7  5,23 ± 0,46 N=7  14.94 ± 4.458 N=7  37.71 ± 0.01565 N=7  
C II 4,10 ± 0,66 N=8 0,9016 4,88 ± 0,48 N=8 0,6084 7.475 ± 3.136 N=8 0,1856 37.71 ± 0.01018 N=8 0,9387 
C III 4,23 ± 0,78 N=7  5,23 ± 0,46 N=7  14.94 ± 4.458 N=7  37.71 ± 0.01565 N=7  
 Ergebnisse 33 
 
c/d  = Anzahl der S-Phase Zellen Im Keimzentrum pro 10 Follikel / 
Projektionsfläche der 10 Follikel) 
b/a  = Anzahl von Cluster pro 10 Follikel 
KF  = Zellkernanschnittsfläche in µm² 
X  = (arithmetische) Mittelwerte + SEM 
N  = Anzahl der Versuchstiere 
p  = berechnete Wahrscheinlichkeit im zweiseitigen t-Test 
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4 Diskussion 
4.1 Validität und Bedeutung der Messwerte 
4.1.1 Validität  
Da in der Literatur bisher noch keine vergleichbaren Untersuchungen bezüglich 
UDS-Werte für Milzzellen zu finden sind, ist nur festzustellen, dass die 
erhaltenen schwachen Markierungen der Milz-Zellkerne eine ähnliche 
Größenordung wie Zellkerne von Muskelfasern und Spermatocyten I. Ordnung 
aufweisen (SOMMER, 1998). Auch nach ca. 9 monatiger Exposition der 
Autoradiogramme lagen die Markierungen der Milz-Zellkerne deutlich über 
dem Nulleffekt. 
Mit Hilfe einer Analyse zur Häufigkeitsverteilung der Silberkörner wurden 
artifiziell zu stark markierte Autoradiogramme erkannt und von weiteren 
Untersuchungen ausgeschlossen. 
Bei der Auswertung der Zähldaten für die mittlere Silberkornzahl (KK) und die 
Kernfläche (KF) wurden keine extremen Streubreiten der Einzeltiere einer 
Gruppe festgestellt. Insgesamt gesehen scheinen die erhaltenen neuen Daten 
damit valide zu sein. 
4.1.2 Bedeutung der Messewerte 
4.1.2.1 Silberkornzahlen über dem Zellkern schwach markierter Zellen 
Nach der ca. 9 monatigen Exposition der Autoradiogramme imponierten bei 
der Auswertung viele schwach markierte und einige überaus stark markierte 
Milz-Zellkerne (siehe 4.1.2.2). Die Feulgen-Hydrolyse, die vor der 
Autoradiographie an den Schnitten durchgeführt wurde, entfernt die 
säurelöslichen und damit unspezifisch markierten Stoffwechselverbindungen. 
Deshalb können Markierungen mit Silberkörnern (nach Eliminierung des 
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Nulleffektes auf statistischem Niveau) mit dem Vorhandensein von ³H-DNA im 
Zellkern gleichgesetzt werden (siehe z.B. KORR & SCHULTZE, 1989; KORR ET AL. 
1989, SCHMITZ; 1994). 
Durch eine Normierung auf den DNA-Gehalt im Anschnittsvolumen des 
Zellkerns sind eine relative Quantifizierung der UDS und ein direkter Vergleich 
zwischen unterschiedlich großen Zellarten möglich (vgl. SCHMITZ, 1994).  
4.1.2.2 Zellen mit homogen sehr stark markierten Zellkernen 
Während der S-Phase vor der Mitose wird die DNA repliziert (HOWARD & PELC, 
1951). Durch Applikation von ³H-TdR, der selektiven Vorläufersubstanz der 
DNA-Synthese, kommt es zu einem Einbau in die DNA und somit zu einer 
Markierung über dem Zellkern. Wegen der relativ großen Menge des 
eingebauten ³H-TdR führt das bei sehr langen autoradiographischen 
Belichtungszeiten von mehreren Monaten zu fast homogen schwarzer 
Markierung der Zellkerne in der S-Phase. Die Auswertung dieser stark 
markierten Zellen gibt Rückschlüsse auf die Zellproliferation. Über die Anzahl 
proliferierender Zellen in einer definierten Gewebefläche (= Dichte) erhält man 
ein relatives Maß der Zellproliferation.  
4.1.2.3 Zellkernprojektionsfläche 
Das Volumen des Zellkerns spiegelt sich unter der Annahme, dass der Zellkern 
kugelförmig ist, in den Zellkernprojektionsflächen wider. Die mittlere 
Zellkernprojektionsfläche einer Zellart stellt einen groben Ausdruck für den 
Zellmetabolismus dar (vgl. SCHMITZ, 1994). Eine Verkleinerung des 
Zellkernvolumens verdeutlicht z.B. eine Reduzierung des Zellmetabolismus.  
4.2 Einfluss der Stärke des Magnetfeldes auf UDS, Zellmetabolismus und 
Zellproliferation  
Mit Hilfe einer Univarianzanalyse wurde festgestellt, dass keine in dieser 
Arbeit erhobenen Messwerte Signifikanzen aufwiesen. Auch zusätzlich 
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durchgeführte post hoc t-Tests lieferten keine Hinweise auf einen Einfluss der 
Stärke des Magnetfeldes auf UDS, Zellmetabolismus oder Zellproliferation. Das 
bedeutet, dass es unter der Magnetfeld-Exposition insbesondere nicht zu 
(messbaren) DNA-Schäden gekommen sein dürfte.  
4.3 Einfluss des Zeitpunktes der ³H-TdR Injektion auf Aussagen zu UDS, 
Zellmetabolismus und Zellproliferation 
Da das injizierte ³H-TdR nach der Injektion im Körper der Maus nur wenige 
Minuten zum Einbau in die DNA verfügbar ist (vgl. SKOUGAARD & STEWARD, 
1966; SCHULTZE, 1969), wird damit eine DNA-Reparatursynthese (unscheduled 
DNA synthesis, UDS) im Rahmen einer DNA-Reparatur (sie beruht stets auf 
einer unmittelbar zuvor stattgefundenen DNA-Schädigung) bzw. die 
Zellproliferation zum Zeitpunkt der Injektion gemessen (vgl. DJORDJEVIC & 
TOLMACH, 1967; SETLOW, 1980). In den vorliegenden Versuchen sollte damit 
erfasst werden, was zu bestimmten Zeitpunkten (d.h. 5 min, 24 h, 7 d) nach 
Abschalten des Magnetfeldes passiert.  
Durch die  Univarianzanalyse wurde eine Signifikanz für den Zeitpunkt der ³H-
TdR Injektion in Bezug auf den Quotienten c/d, das heißt auf die Dichte von S-
Phasezellen und damit auf die Zellproliferation innerhalb der Keimzone der 
Follikel nachgewiesen. Der anschließende post hoc t-Test zeigte allerdings keine 
Signifikanz wegen der durchgeführten Bonferroni-Korrektur. Wird diese 
Korrektur außer Acht gelassen, fällt auf, dass die Zellproliferation in der 
Gruppe C gegenüber den Gruppen A und B leicht verringert ist.  
Da bei der Untersuchung der Einfluss der Stärke des Magnetfeldes nicht 
belegbar war (siehe oben), hat diese leicht erhöhte Zellproliferation bei den 
Gruppen A und B eventuell mit dem Vorhandensein von Stress zu tun.
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5 Zusammenfassung 
Das Ziel dieser Arbeit war, autoradiographisch nach Injektion von ³H-
Thymidin den Einfluss einer achtwöchigen Magnetfeldexposition von 50 Hz 
mit 0,1 mT bzw. 1 mT Flussdichte auf Zellproliferation (im Keimzentrum) und 
DNA-Reparaturvermögen (in der Mantelzone) der follikulären Milzzellen von 
Mäusen zu untersuchen.  
Es wurden insgesamt 56 männliche Mäuse einem Magnetfeld von 50 Hz mit 
einer Flussdichte von 0,1 mT oder 1 mT über einen Zeitraum von acht Wochen 
ausgesetzt. 16 Mäuse wurden zur Kontrolle scheinexponiert (0 mT). Zur 
Ermittlung des autoradiographischen Nulleffekts dienten drei weitere Tiere, die 
weder einem Magnetfeld ausgesetzt waren noch eine ³H-TdR Injektion erhalten 
hatten. Nach Abschaltung des Magnetfeldes wurden die Mäuse in 
Untergruppen aufgeteilt, die jeweils nach 5 Minuten (Untergruppe A), nach 24 
Stunden (Untergruppe B) oder nach sieben Tagen (Untergruppe C) ³H-
Thymidin injiziert bekamen. Nach weiteren 115 min wurden die Tiere getötet. 
Nach Perfusionsfixation und der Entnahme der Milz wurden 3 µm dicke 
Paraffinschnitte hergestellt. Nach einer Feulgen-Färbung wurden 
Autoradiogramme mit Hilfe der Dripping-Methode (Ilford K2-Emulsion) 
hergestellt, die nach einer 251 Tage langen Expositionszeit fixiert und zur 
besseren Abgrenzung des Zytoplasmas gegengefärbt wurden. 
Das Ausmaß der Zellproliferation im Keimzentrum wurde über die Anzahl der 
angeschnittenen Follikel pro Schnitt und die in ihnen enthaltenen sog. Cluster 
(Anhäufungen von S-Phasezellen) sowie über die Anzahl von S-Phasezellen pro 
10 Follikel bestimmt. Der (relative) Gehalt von nukleären DNA-Schäden bei den 
Milzzellen der Mantelzone wurde über mittlere Silberkornzahlen über den 
Zellkernprojektionsflächen von Zellen außerhalb der S-Phase untersucht. Mit 
Hilfe von Nulleffektkorrekturen und kumulativen Häufigkeitsverteilungen der 
Silberkörner konnten Artefakte bei der Herstellung der Autoradiogramme 
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erkannt und diese Präparate von der weiteren Auswertung ausgeschlossen 
werden. 
Die erzielten Daten wurden einer Univarianzanalyse und (unter 
Berücksichtigung einer sog. Bonferroni-Korrektur)  anschließenden post hoc t-
Tests unterzogen. Es wurden für p< 0,05 keine statistisch signifikanten 
Ergebnisse ermittelt. Das spricht dafür, dass die untersuchte 
Magnetfeldexposition keinen Einfluss auf die Zellproliferation in der Keimzone 
der Milz hatte und auch in der Mantelzone der Milz keine (messbaren) DNA- 
Schäden verursachte. 
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